This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



R t UBIIOUE FRANC 




PCT/FR 9 9 / 0,2 7 3 4 



INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPR1ETE 
INDUSTRIELLE 




BREVET D' INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D^DDITION 

PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COPIE OFFICIELLE COMPLIANCE WITH RULE 17.1(a)OR(b) 



Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 

r 

industrielle deposee a I'lnstitut. 



. . 17 NOV. 1999 

Fait a Pans, le 



Pour le Directeur general de I'lnstitut 
national de la propriete industrielle 
Le Chef du Departement des brevets 




Martine PLANCHE 



INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



SIEGE 

26 bis. rue de Saint Petersbourg 
75800 PARIS Cedex 08 
Telephone : 01 53 04 53 04 
Telecopie : 01 42 93 59 30 



05 267/25029S 



ETABUSSEMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA LOI N D Sl-444 OU 19 AVRIL 1951 




HA Tt ON At 01 

la raoratira 

IHDOtTBtlLLI 



26 bis, rue de Saint P£tersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 01 53 04 53 04 Teiecopie : 01 42 93 59 30 
■ Reserve a riNPI — 



BREVET D'lNVENTIOM^ERTIFICAT DUTiLJTE 

Code de la propri^te irrteltectuelle-Uvre Vl^^^ 

REQUITE EN D&JVRANCE 

Confirmation <Pun dtptt par teJecople ( | 
* * 

Cet impnms est a rejnpflr a fencn noire en tatties cip ii te 



N° 55 -1328 



OATE OE REMISE DES PIECES 
N° D'ENREGISTREMENT NATIONAL 
OE PARTEM ENT DE I 
DATE DE DEPOT 



: depot 



6.N0V1998 
98 14007- 



06 MOV. 4998 



NOM ET ADRESSE DU DEMANDEUR 0U DU MAN DAT AIRE 
A QUI LA CORRESPONDANCE DOPT ETRE ADRESS& 

CABINET REGIMBEAU 
26, Avenue Kleber 
75116 PARIS 



2 DEMANDE Nature du titre de propn6te IndustrteDe 

brevet d'mvention □ demande dhrisionnaire 



n°du pouvoir permanent references du correspondant 



demande initiate 

certrficat d'utdite Q transformation d*une demande V 

— de brevet europeen □ brevet cfinvention Q certificat cfutilite n- 

Etabfissement du rapport de recherche Q differe immedtat 

Le demandeur. personne physique, requiert le paiement echelonne de la redevance oui Q non 

litre de nnvention (200 caracteres maximum) 



U2L± 



telephone 

01 no 



date 



Utilisation d'une proteine OmpA d'enterobacterie, pour le ciblage specif ique d'une substance 
biologiquement active qui lui est associee vers les cellules presentat rices d'antigenes 
telles que les cellules dendritiques humaines 



3 DEMANDEUR (S) n- siren |__ . . 

Nom et prenoms (souligner le nom patronymique) ou denomination 

PIERRE FAERE MEDICAMENT 



Forme juridique 

SOCIETE ANOHYHE 



Natsonarite (s) Frangaise 

Adresse (s) complete (s) 

^| 45, place Abel Gance 92100 BOULOGNE 



Pays 



FR 



4 INVENTEUR (S) Les inventeurs sont les demandeurs 



En cas <f msuffisance de place, pounurvre «ur papier fibre | | , 



| | out j£] non Si la reponse est non. foumir une designation separee 



5 REDUCTION DU TAUX DES REDEVANCES 



| | requise pour la lere fois Q requise anterieuremerd au depot : joindre copie de la decision d'admisston 



6 DECLARATION DE PRIORITY OU REQUtTE DU B&N&F1CE DE LA DATE DE DEPOT D0JNE DEMANDE ANTtRJEURE 

pays (Toriglne msnero datede deptt 1 nature de la demande 



7 DIVISIONS anterieures a la presente demande n* 



date 



8 Signature du di 

(nom et qualrte di 




SIGNATURE DU PREPQSE A LA RECEPTION SIGNATURE APRE5 ENREGJSTREM ENT DE LA OEMANDE A LWI 




IN 5 ! 



■ inStitut 

NATIONAL Df 
LA PROPRIKTC 
INDUSTRIELLB 



BREVET D'INVENTION, CERTIFICAT D'UTILITE 



DESIGNATION DE L'INVENTEUR 

(si le demandeur n'est pas I'inventeur ou I'unique inventeur) 



DEPARTMENT DES BREVETS 

26bis, rue de Saint-Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Tel : 01 53 04 53 04 - Telecopie : 01 42 93 59 30 



N° D'ENREGISTREMENT NATIONAL 



98 14007 



TTTRE DE (.'INVENTION : Util isat ion d'une proteine OmpA d'enterobacterie, 

pour le ciblage specif ique d'une substance biologiquement active 
qui lui est associee vers les cellules presentatrices d ! antigenes 
telles que les cellules dendritiques humaines 



LE(S) S0USSIGN£(S) 



PIERRE FABRE MEDICAMENT 

45, place Abel Gance 92100 BOULOGNE 



DtSlGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) (indiquer nom, prenoms, adresse et souligner le nom patronymique) : 



BONNEFOY Jean-Yves 

Les Noyers 

74350 Le Sappey , FR 

LECOANET Sybille 

41 , Al residence du Golf 

1196 Gland, CH 

AUBRY Jean-Pierre 

60, chemin des Crets des 

Crets 

74350 Cuvat, FR 

JEANNIN Pascal e 

135, chemin de Revule 

01220 Divonnes Les Bains, FR 

BAUSSANT Thierry 
35, rue Jean Jaures 

^^t^^^^ de I'inventeur peut etre suivi de celui de la societe a laquelle il apparent (societe d'appartenance) 
lorsque celle-ci est differente de la societe deposante ou titulaire. 



Date et signature (s) du (des) demandeur (s) ou du mandataire 



17 novembre 199 8 




CABINET REGIMBEAU 



DOCUMENT COMPORTANT OES MODIFICATIONS 




U. changement , , j ^ des ^ndicaticns di^ne. sauf si celu* dfcoule des disposes de ra^e * 61**6 
code de la Propnete Intellective, est signale par la mention .KM., (revendications modifees). *™ Z ' 6 



L ' invention concerne 1 ' utilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie, de preference la proteine P40 Klebsiella 
pneumoniae, pour le ciblage specif ique d'une substance 
biologiquement active qui lui est associee vers les 
cellules presentatrices d' antigenes, notamment les cellules 
dendritiques humaines . L' invention a egalement pour objet 
1 'utilisation de la proteine OmpA pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a la prevention et/ou 
le traitement de maladies, notamment les cancers associes a 
un antigene tumoral, les maladies auto-immunes ou les 
maladies inf ectieuses . 

La vaccination est un moyen efficace de prevenir ou 
reduire les infections virales ou bacteriennes . Le succes 
des campagnes de vaccination dans ce domaine a permis 
d'etendre le concept de vaccin dans d'autres domaines tels 
que celui du cancer et des maladies auto-immunes. En ce qui 
concerne par exemple certaines formes de cancer, 
l'inefficacite de therapies classiques et/ou leurs effets 
secondaires, comme la chimio- ou la radiotherapie, a motive 
la recherche de therapie alternative. Ainsi, les antigenes 
tumoraux specifiques exprimes ft la surface des cellules 
tumorales peuvent etre utilises comme cible en immuno- 
therapie pour 1 ' elimination de ces cellules. Un des 
problemes majeurs couramment rencontres pour la preparation 
de ces vaccins est que les antigenes vaccinaux lorsqu'ils 
sont administres seuls chez l'h&te, ne sent pas assez 
immunogeniques pour induire une reponse immunitaire 
suffisamment efficace pour conferer la protection 
recherchee. Ces antigenes sont ainsi souvent couples de 
maniere covalente ft une molecule porteuse telle que par 
exemple epitope de la toxine diphterique, 1 ' anatoxine 
tetanique <TT> , un antigene de surface du virus de 
1' hepatite B, 1- antigene VP1 du virus de la poliotnyelite ou 
toute autre toxine ou antigene viral ou bacterien tel que 
des proteines antig6niques issues de la membrane externe 
d'enterobacterie qui ont la propriete de potentialiser la 
reponse immunitaire (humorale et cellulaire) de 1' antigene 



qui lui est associSe comme la protSine OmpA nommfie P40 
issue de Klebsiella pneumoniae (dScrite dans les demandes 
internationales de brevet WO 95/27787 et WO 96/14415) . 
N6anmoins, dans la plupart des cas un autre composant s'est 
av€r€ nScessaire pour augmenter l'efficacit6 du vaccin, et 
actuellement le seul adjuvant autorisfi chez l'homme est 
1 'Alum. 

GrSce H 1 ' immunologic, il a 6t6 rScemment dScouvert 
que les cellules dendritiques (CD) jouaient un rdle tnajeur 
dans le syst&me immunitaire. Ces cellules, d6riv6es des 
cellules souches de la moelle osseuse, sont des cellules 
prfisentatrices d'antigSnes prof essionnelles impliqufies dans 
la rfiponse immune primaire spficifique d'un antigdne (Peters 
J. et al . , 1996). Elles ing&rent ou internalisent les 
antigdnes et prSsentent les fragments de ces antigSnes el 
des cellules T naives. Cette ingestion induit & la surface 
des cellules dendritiques l 1 expression de mol6cules de 
costimulation telles le CD80 et le CD86. Ces molecules 
permettent une interaction 6troite avec les cellules T 
(Girolomoni G. et Ricciardi-Castagnoli P., 1997, Immunol. 
Today, 18, 102-104) . Les cellules dendritiques sont 
distributes de maniSre diffuse dans les tissus. Elles sont 
retrouv6es aux niveaux de la peau et des organes lympholdes 
(Hinrich J. et al . , 1996, Immunol. Today, 17, 273-277). 

GrSce ai leur efficacitfe cl presenter les antigdnes et a 
stimuler le systeme immunitaire, les cellules dendritiques 
ont §t§ utilis£es pour g£n€rer des rSponses cytotoxiques 
CTL antivirales (Ludewig B. et al . , 1998, J. Virol., 72, 
3812-3818 ; Brossard P. et al . , 1997, J. Immunol., 158, 
3270-3276) ou anticanc6reuses (Nestle F.O. et al . , 1998, 
Nat. Med., 4, 328-332). Les approches ont consists a 
charger les cellules dendritiques ex vivo avec l^ntigSne 
d'inttret (peptides ou lysat cellulaire) et rSimplanter ces 
cellules chez le patient. D'autres approches consistent a 
transfecter ex vivo les cellules dendritiques avec le gene 
codant pour l'antig§ne d'int€ret et a rSinjecter ces 
cellules transfect€es (Gilboa E. et al . , 1998, Cancer 



Immunol. Immunother . , 46, 82-87). Ces approches ont ete 
utilises avec succes chez la souris et rScemment chez 
l'homme (Hsu F.J. et al., 1996, Nat. Med., 2, 52-58). Les 
cellules dendritiques chargees en antigenes presentent les 
peptides par le biais de molecules de classe I ou II et 
induisent 1' activation des lymphocytes T CD4 ou CD8+. Par 
consequent, la possibility de diriger les antigenes 
designes, tels que des prolines ou des polysaccharides, ou 
des vecteurs viraux capables de tranferer des genes codant 
pour ces antigenes vers les cellules dendritiques 
permettrait d>ameliorer l'efficacite de la stimulation du 
systetne immunitaire. De plus, le ciblage specif ique des 
cellules presentatrices d' antigenes (CPA), notamment les 
cellules dendritiques, permettrait d'eviter les etapes de 
prelevement, de purification, de traitement ex vivo de 
cellules CPA autologues ou necrologues avec les antigenes 
tumoraux ou les vecteurs viraux et la reimplantation des 
cellules CPA traitees. 

Afin de cibler specif iquement les cellules 
dendritiques avec des substances actives d'interSt, telles 
que des proteines ou des vecteurs viraux capables de 
tranf6rer des genes codant pour ces proteines d'interet, de 
nombreux travaux ont consiste a identifier des molecules 
qui se fixeraient pref erentiellement sur les cellules 
dendritiques ou des recepteur s qui seraient exprimes 
specif iquement sur les cellules dendritiques. Un recepteur 
DEC 205 implique dans la prise en charge de l'antigene a 
ete identifie sur des cellules dendritiques murines (Jiang 
W. et al., 1995, Nature, 375, 151-155) et humaines (Kato M. 
et al., 1998, Immunogenetics , 47, 442-450). L ■ analyse de la 
structure de ce recepteur met en evidence des domaines de 
reconnaissance d' hydrates de carbone qui seraient impliques 
dans la capture, 1 ' internalisation et/ou la presentation 
d« antigenes portant des residus d' hydrates de carbone. 
Neanmoins, les auteurs ne donnent aucune information sur 
les ligands pouvant etre fixes par ce recepteur. D' autre 
part, les auteurs mentionnent que les domaines de 



reconnaissance d' hydrates de carbone du r6cepteur DEC- 2 05 
qui seraient impliqu§s dans la capture, 1 1 internalisation 
et/ou la presentation d'antigSnes (domaines riches en 
cysteine) sont egalement presents dans plus de 50 proteines 
dont certains rScepteurs cellulaires. 

Ainsi, il existe aujourd'hui un besoin de disposer 
d'un compost capable de cibler specif iquement une cellule 
presentatrice d'antigSne (CPA), notamment une cellule 
dendritique, et qui soit capable en outre d'etre 
internalist par ladite cellule- Un tel compose capable de 
se fixer specif iquement sur ces cellules, puis d'etre 
internalise aurait comme avantage de pouvoir etre utilise 
comme compose pour le transport et le ciblage de substance 
biologiquement active dont l'efficacite est modul6e et/ou 
liee a la fixation et/ou k 1 1 internalisation de cette 
substance par ces cellules. D 1 autre part, il serait 
avantageux que ce compose recherche puisse Stre facilement 
associe a la substance active par couplage chimique, par 
couplage resultant d'une fusion g6netique ou puisse etre 
exprim6 a la surface d'une cellule h6te ou encore a la 
surface d'une particule virale pour le transfert de g&ne 
d'interet dans ces cellules CPA. 

Les auteurs de la presente invention ont mis en 
evidence de maniSre surprenante qu'une proteine de la 
membrane externe de type OmpA d ' enterobacterie, notamment 
la proteine P40 de Klebsiella pneumoniae, est capable non 
seulement de se fixer specif iquement sur une cellule CPA 
mais egalement capable d'etre internalisee par ladite 
cellule CPA, notamment par une cellule dendritique. 

Ainsi, la presente invention est relative a 
1 'utilisation d'une proteine OmpA d 1 enterobacterie ou d'un 
de ses fragments pour le ciblage sp6cifique d'une substance 
biologiquement active qui lui est associee vers les 
cellules presentatrices d'antigSnes. 

Par cellules presentatrices d'antigSnes, on entendra 
designer dans la presente invention, les cellules CPA 
professionnelles formant partie integrante du systeme 
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immunitaire telles que les cellules dendritiques , les 
macrophages, les lymphocytes B ou les monocytes. 

Dans la prfisente invention, on entendra designer 
£galement par le terme « prot€ine » les peptides ou les 
5 polypeptides et par le terme « OmpA » (pour « Outer 
Membrane ProtSin ») , les protfiines de la membrane externe 
de type A. 

Par fragment d'une prot^ine OmpA, on entend designer 
tout fragment de sequence d' acides amines compris dans la 
10 sequence d' acides amines de la prot£ine OmpA capable de se 
fixer specif iquement sur les cellules CPA, notamment les 
cellules dendritiques, et comprenant au moins 5 acides 
amines, de preference 10 acides amines ou de maniSre plus 
pr6f€r6e 15 acides amines, lesdits fragments etant en outre 
15 capables d'etre internalises dans lesdites cellules CPA. 

Par « substance biologiquement active », on entend 
designer tout compose capable d'exercer une activity 
th€rapeutique et dont 1' activity peut §tre moduiee par 
1 1 intermediaire des cellules CPA. On peut citer comme 
20 exemple de telles substances biologiquement actives, mais 
sans s'y limiter, les composes immunogenes tels que des 
antigdnes ou haptSnes de nature proteique, poly- ou 
oligosaccharidique, glycoproteique , lipoprotSique ou en 
gSnerale d'origine organique, ces composes immunogenes 
25 pouvant §tre portes par des structures complexes telles que 
des bacteries ou des particules virales. 

Par <k substance biologiquement active », on entend 
egalement designer tout compose capable de modifier 
l 1 activity f onctionnelle des cellules CPA, en particulier 
30 leur croissance, leur differentiation ou leur systdme 
d 1 expression. On peut citer comme exemple de telles 
substances biologiquement actives, mais sans s'y limiter, 
les facteurs de croissance cellulaire dont les cytokines 
(IL-4, IL-3, GM-CSF, TNF-ct) , les acides nucieiques codant 
35 pour des proteines d'interet homologues ou heterologues et 
capables d'etre exprimSes par les cellules CPA. 
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L' invention a 6galement pour objet 1 1 utilisation d'une 
protSine OmpA d • ent6robact£rie ou d'un de ses fragments 
selon l 1 invention, caract£ris6e en ce que ladite prot6ine 
OmpA d 1 entfirobact^rie ou l'un de ses fragments se fixe 
5 sp6cif iquement sur les cellules prSsentat rices d'antig^nes 
et en ce que ladite protSine OmpA d* ent£robact6rie ou 1 1 un 
de ses fragments est internalis£e dans les cellules 
pr£sentatrices d'antigdnes. 

De preference, 1' invention comprend 1 ' utilisation 

10 d'une proteine OmpA d ' ent6robact6rie ou d'un de ses 
fragments selon l 1 invention, caract6ris6e en ce que 
lesdites cellules presentatrices d'antigdnes sont choisies 
parmi les cellules dendritiques , les monocytes ou les 
lymphocytes B, de mani&re plus pr6f6r6e, les cellules 

15 dendritiques, 

Dans un mode de realisation particulier, 1' invention 
comprend 1 1 utilisation d'une proteine OmpA d 1 ent6robact6rie 
ou d'un de ses fragments selon 1' invention, caracteris6e en 
ce que ladite proteine OmpA d 1 enterobacterie , ou 1 1 un de 

20 ses fragments, est obtenue cl partir d'une culture de ladite 
enterobacterie par un proc6d6 d ' extraction. 

Les proc6d6s d' extraction de proteines de membrane 
bacteriennes sont connus de 1 1 homme de l'art et ne seront 
d§velopp6s dans la presente description. On peut citer par 

25 exemple, mais sans s'y limiter le procede d' extraction 
d^crit par Haeuw J.H. et al . (Eur, J. Biochem, 255, 446- 
454 , 1998) . 

Dans un autre mode de realisation pr6f6r€, 1' invention 
comprend Sgalement 1 1 utilisation d'une proteine OmpA 

30 d' enterobacterie ou d'un de ses fragments selon 
1' invention, caracteris6e en ce que ladite proteine OmpA 
d 1 enterobacterie, ou l'un de ses fragments, est obtenue par 
voie recombinante . 

Les methodes de preparation de proteines recombinantes 

35 sont aujourd'hui bien connues de 1 1 homme de l'art et ne 
seront pas d€velopp£es dans la presente description, on 
pourra nSanmoins se rSfSrer & la m6thode decrite dans les 
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exemples. Parmi les cellules utilisables pour la production 
de ces protfiines recombinantes, il faut citer bien entendu 
les cellules bactSriennes (Olins P.O. et Lee S.C., 1993, 
Recent advances in heterologous gene expression in E. coli. 
5 Curr. Op. Biotechnology 4:520-525), mais €galement les 
cellules de levure (Buckholz R.G. , 1993, Yeast Systems for 
the Expression of Heterologous Gene Products. Curr. Op. 
Biotechnology 4:538-542), de m§me que les cellules 
animales, en particulier les cultures de cellules de 

10 mammifSre (Edwards CP. et Aruffo A., 1993, Current 
applications of COS cell based transient expression 
systems. Curr. Op. Biotechnology 4:558-563) mais Sgalement 
les cellules d'insectes dans lesquelles on peut utiliser 
des procfidSs mettant en oeuvre des baculovirus par exemple 

15 (Luckow V.A., 1993, Baculovirus systems for the expression 
of human gene products. Curr. Op. Biotechnology 4:564-572). 

De manidre tout Sl fait prSffirfie, 1 1 utilisation selon 
1 1 invention est caractSrisSe en ce que ladite 
ent6robact€rie est Klebsiella pneumoniae. 

20 En particulier, 1' invention est relative k 

1 1 utilisation selon l 1 invention, caract§ris§e en ce que la 
sequence d'acide aminfi de ladite prot€ine OmpA de 
Klebsiella pneumoniae, ou l'un de ses fragments, comprend : 
a) la sequence d'acide aminS de sequence SEQ ID N° 2 ; 

25 b) la sequence d'acide amin6 d'une sequence pr^sentant une 
homologie d'au moins 80 % avec la sequence SEQ ID N° 2 ; 
ou 

c) la sequence d'acide amin6 d'un fragment d'au moins 5 
acides amines d'une sequence telle que dfifinie en a) ou 
30 b) . 

L 1 invention comprend en outre 1 1 utilisation selon 
1' invention, caract6ris6e en ce que ladite substance 
biologiquement active est choisie parmi les protfiines ou 
les peptides, les lipopeptides , les polysaccharides, les 
35 oligosaccharides, les acides nucl6iques, les lipides et les 
substances chimiques. 



8 



La prSsente invention a aussi pour objet 1 1 utilisation 
d'une proteine OmpA d • enterobacterie ou d'un de ses 
fragments selon 1' invention, caract€ris6e en ce que ladite 
substance biologiquement active est coupl6e par liaison 
5 covalente avec ladite proteine OmpA ou l'un de ses 
fragments, notamment par un couplage chimique. 

Dans un mode de realisation particulier, 1 1 utilisation 
selon I 1 invention est caract€ris6e en ce qu'il est 
introduit un ou plusieurs elements de liaison dans ladite 

10 proteine OmpA, ou l ! un de ses fragments, et/ou de ladite 
substance biologiquement active pour faciliter le couplage 
chimique, de preference ledit element de liaison introduit 
est un acide amine. 

Selon 1' invention, il est possible d'introduire un ou 

15 plusieurs elements de liaison, notamment des acides amin€s 
pour faciliter les reactions de couplage entre la proteine 
OmpA, ou l'un de ses fragments, et la substance 
biologiquement active, telle qu'un antigSne ou un haptSne . 
Le couplage covalent entre la proteine OmpA, ou l'un de ses 

20 fragments, et la substance biologiquement active, telle 
qu'un antigene ou un haptSne selon 1' invention peuvent etre 
realises a l'extremite N- ou C- terminale de la proteine 
OmpA, ou l'un de ses fragments. Les reactifs bif onctionnels 
permettant ce couplage seront determines en fonction de 

25 l'extremite de la proteine OmpA, ou l'un de ses fragments, 
choisie pour effectuer le couplage et de la nature de la 
substance biologiquement active Sl coupler. 

Dans un autre mode de realisation particulier, 
1 1 utilisation selon 1 1 invention est caracterisee en ce que 

30 ladite substance biologiquement active coupiee par liaison 
covalente avec ladite proteine OmpA, ou l'un de ses 
fragments, est une proteine chimerique recombinante 
resultante de 1' expression d'une construction d' acide 
nucieique codant pour ladite substance biologiquement 

35 active et pour ladite proteine OmpA, ou l'un de ses 
fragments . 



9 



Les conjugu6s issus d'un couplage a ladite proteine 
OmpA, ou l'un de ses fragments, peuvent §tre prepares par 
recombinaison g^nStique. La proteine chimfirique ou hybride 
(conjugue) peut §tre produite par des techniques d'ADN 

5 recombinant par insertion ou addition a la sequence d'ADN 
codant pour ladite proteine OmpA, ou l'un de ses fragments, 
d'une sequence codant pour ladite substance biologiquement 
active de nature protSique. 

Les proc6d6s de synthase des molecules hybrides 

10 englobent les mfithodes utilisSes en genie g6n6tique pour 
construire des polynucleotides hybrides codant pour les 
sequences polypeptidiques recherchSes. On pourra, par 
exemple, se rSfSrer avantageusement H la technique 
d'obtention de g&nes codant pour des proteines de fusion 

15 dScrite par D-V. Goeddel (Gene expression technology, 
Methods in Enzymology, vol- 185, 3-187, 1990). 

L 1 invention concerne tout particuliSrement 

1 'utilisation d'une proteine OmpA d' ent6robact6rie ou d'un 
de ses fragments selon 1' invention, caract6ris6e en ce que 

20 ladite substance biologiquement active est un antig&ne ou 
un hapt&ne . 

Sous un autre aspect, 1 ' invention concerne 
1' utilisation d'une proteine OmpA d ' ent6robact6rie ou d'un 
de ses fragments selon 1' invention pour moduler la r€ponse 
25 immune vis -S- vis d'un antigSne ou d'un haptene, de 
preference pour ameiiorer la r£ponse immune vis-a-vis d'un 
antigSne ou d'un haptdne. 

L ' invention comprend egalement 1 ' utilisation d ' une 
proteine OmpA d' ent6robact6rie ou d'un de ses fragments 
30 selon l 1 invention pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destin6e t pr6venir ou a traiter une maladie 
par une substance active dont l'efficacite est moduiee 
et/ou liee & son internalisation par des cellules 
presentatrices d'antigSnes, de preference par des cellules 

35 dendritiques . 

De preference, 1 ' utilisation selon 1' invention est 
relative S la preparation d'une composition pharmaceutique 
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destin6e a prSvenir ou a traiter les cancers, de preference 
les cancers associ£s £ un antigdne tumoral, les maladies 
auto-immunes, les allergies, les rejets de greffes, les 
maladies cardiovasculaires , les maladies du systSme nerveux 
5 central, les maladies inf lammatoires, les maladies 
infectieuses ou les maladies li£es Sl une immunodfif icience . 

L 1 invention a en particulier pour objet 1 1 utilisation 
d'une prot6ine OmpA d»ent£robact6rie ou d'un de ses 
fragments selon 1' invention, pour la preparation d'une 
10 composition pharmaceutique vaccinale destinSe £ pr€venir ou 
a traiter une maladie infectieuse ou un cancer associ£ Sl un 
antigSne tumoral . 

L 1 invention comprend en outre 1 1 utilisation selon 
l 1 invention, caract£ris£e en ce que ladite composition 
15 pharmaceutique comprend en outre un adjuvant favorisant la 
rfiponse immune, tel que l'Alum. 

L 1 invention comprend £galement 1 • utilisation selon 
1' invention, caract6ris£e en ce que ladite composition 
pharmaceutique est v£hicuiee sous une forme permettant 
20 d'am£liorer sa stability et/ou son immunog6nicit£ , 
notamment sous la forme d'un liposome, d'un vecteur viral 
ou d'une cellule hote transform£e capable d'exprimer une 
prot6ine chim£rique recombinante r£sultante de l f expression 
d f une construction d'acide nucl£ique codant pour ladite 
25 substance biologiquement active et pour ladite protfiine 
OmpA, ou l'un de ses fragments. 

Les legendes des figures et exemples qui suivent sont 
destines a illustrer l 1 invention sans aucunement en limiter 
30 la port^e . 

Lggendes des figures : 

Figure 1 : Fixation de rP40-Alexa sur difffirents types 
35 cellulaires. 

Apres incubation de rP4 0-Alexa sur diff£rents types 
cellulaires, la fixation specif ique de rP40-Alexa (trait 
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gras) est mesur£e par cytomStrie en flux. La fixation d'une 
prot^ine non relevante (glycophorine) est representee en 
trait fin. 

Figure 2 : Influence de la concentration de rP4 0 sur la 
fixation sur les cellules dendritiques. 

Figure 3 : Inhibition de la fixation de rP40-Alexa par rP40 
non marquee sur des cellules dendritiques. 

AprSs incubation de cellules dendritiques avec diffSrentes 
concentrations de rP40 non marquee , rP40-Alexa est ajoutee. 
La fixation de rP40-Alexa est quantifiSe par cytontetrie en 
flux. 

Figure 4 : Evaluation de la fixation de diff6rentes 
proteines marquees sur les cellules dendritiques . 
Des proteines porteuses P40, TT (anatoxique tetanique) et 
BB (d£riv6es de la proteine G du streptocoque) marquees Sl 
l'Alexa sont incubees avec des cellules dendritiques (trait 
plein) . Une proteine non relevante est utilisfie comme 
t6moin n^gatif (trait fin) . La fixation est mesurSe par 
cytometrie en flux. 

Figures 5A et SB : Internalisation de rP4 0-Alexa dans les 
cellules dendritiques. 

AprSs incubation de cellules dendritiques avec rP4 0-Alexa a 
4*C (panel gauche, figure 5A) ou £ 37°C (panel droit, 
figure 5B) , les cellules sont observes par microscopie 
confocale (grossissement x 220) . 

Exemple 1 : Clonage du gSne rP40 

Le gdne codant pour la proteine recombinante P40 
nomm€e rP40 a ete obtenu par amplification par PCR a partir 
de l'ADN g€nomique de Klebsiella pneumoniae IP 1145 (Nguyen 
et col-, Gene, 1998). Le fragment de gene codant de rP40 
est inserS dans divers vecteurs d* expression, en 
particulier un vecteur sous le controle du promoteur de 
l'opSron Trp. La sequence d'acides amines de la proteine 
rP40 et la sequence nucieotidique codant pour la proteine 
P40 sont representees respect ivement par les sequences SEQ 
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ID N° 2 et SEQ ID N° 1 dans la liste des sequences ci- 
apres . 

Une souche productrice E . coli K12, a 6t6 transform6e 
par un vecteur d' expression pvaLP40. La proteine rP40 est 
5 produite sous forme de corps d 1 inclusion avec un rendement 
important (> 10 %, g de proteines/g de biomasse sSche) . Cet 
exemple n'est qu'une illustration de 1' expression de la 
rP40, mais elle peut §tre etendue a d'autres souches 
bactfiriennes ainsi que d'autres vecteurs d' expression. 

10 

Exemple 2 : Proc6d6 de fermentation de proteines de fusion 
rP40 

Un erlenmeyer contenant 250 ml de milieu TSB (Tryptic 
Soy Broth, Difco) renfermant de 1 1 Ampicilline (100 /xg/ml, 

15 Sigma) et de la Tetracycline (8 fig/ml, Sigma) est inocuie 
avec la souche E. coli recombinante d^crite ci-dessus. 
L 1 incubation est rSalisSe pendant une nuit d 37°C puis 
200 ml de cette culture est utilisfie pour ensemencer 2 
litres de milieu de culture dans un fermenteur (Biolafitte, 

20 France) . De manifere assez classique, le milieu de culture 
peut etre compost d 1 agents chimiques, suppiementes par les 
vitamines, des extraits de levure, connus pour avoir une 
croissance a density 61ev6e de cellules bactSriennes . 

Les parametres contr616s durant la fermentation sont : 

25 le pH, l'agitation, la temperature, le taux d 1 oxygenation, 
1 1 alimentation de sources combin£es (Glycerol ou Glucose) . 
De maniere generale, le pH est reguie & 7,0, la temperature 
est fixee a 37°C. La croissance est controiee en alimentant 
en glycerol (87 %) a un debit constant (12 ml/h) pour 

30 maintenir le signal de tension de l'oxygdne dissous & 30 %. 
Lorsque la turbidite de la culture (mesur6e & 580 nm) 
atteint la valeur de 80 (aprSs environ 24 heures de 
culture) , la production des proteines est declenchee par 
addition de l'acide indole acrylique (IAA) i. la 

35 concentration finale de 25 mg/1. Environ 4 heures apr&s 
induction, les cellules sont r6coltees par centrif ugation . 
La quantite de biomasse humide obtenue est d' environ 200 g. 
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Exemple 3 : Proc6d6 d 1 extraction et de purification de la 
proteine rP40 

Extraction de la rP4 0 
5 AprSs centrif ugation du bouillon de culture (4 000 rpm, 

10 min, 4°C) , les cellules sont remises en suspension dans 
un tampon Tris-HCl 25 mM pH 8,5. Les insolubles ou corps 
d 1 inclusion sont obtenus apr&s un traitement par le 
lysozyme (0,5 g/litre, 1 heure temperature ambiante / 
10 agitation douce) . Le culot de corps d* inclusion obtenu par 
centrifugation (15 min Sl 10 000 g Sl 4°C) est repris dans un 
tampon Tris-HCl 25 mM k pH 8,5 et 5 mM MgCl2, puis 
centrifuge (15 min a 10 000 g) . 

On solubilise les corps d 1 inclusion a 37°C pendant 2 
15 heures dans un tampon Tris-HCl 25 mM pH 8,5 contenant 7 M 
ur6e (agent dSnaturant) et 10 mM DithiothrSitol (reduction 
des ponts disulfures) . Une centrifugation (15 min Sl 10 000 
g) permet d^liminer les particules non solubles. 

On resuspend ensuite dans 13 volumes de tampon Tris- 
20 HC1 25 mM pH 8,5 contenant du NaCl (8,76 g/1) et du 
Zwittergent 3-14 (0,1 %, p/v) • La solution est laissSe 
pendant une nuit a temperature ambiante sous agitation 
douce au contact de l'air (favoriser la renaturation de la 
proteine par dilution et r€oxydation des ponts disulfures) . 
25 Purification de la proteine rP40 

Etape de chromatographie d'6change d 1 anions. 
Apres une nouvelle centrifugation, la solution est 
dialysSe contre un tampon Tris-HCl 25 mM pH 8,5 contenant 
0,1 % Zwittergent 3-14 (100 X volumes de tampon) pendant 
30 une nuit & 4°C. 

Le dialysat est depose sur une colonne contenant un 
support de type echangeur d' anions forts (gel Biorad Macro 
Prep High Q) 6quilibr6e dans le tampon d6crit ci-dessus a 
un d6bit lin^aire de 15 cm/h. Les proteines sont d6tect6es 
35 a 280 nm. La proteine rP40 est 61u£e, avec un debit 
lineaire de 60 cm/h, pour une concentration de 0,2 M en 
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NaCl dans le tampon TrisHCl 25 mM, pH 8,5 ; 0,1 % 
Zwittergent 3-14. 

Etaoe de chromatographic d'S chanae de cations 

Les fractions contenant la prot§ine rP40 sont pool^es 
5 et concentres par ultrafiltration d l'aide d'un systSme de 
cellule Sl agitation Amicon utilisS avec une membrane Diaflo 
de type YM10 (seuil de coupure 10 kDa) pour des volumes de 
l'ordre de 100 ml, ou el I 1 aide d'un systdme de filtration d 
flux tangentiel Minitan Millipore utilisfi avec des plaques 

10 de membranes poss^dant un seuil de coupure 10 kDa pour des 
volumes supSrieurs. La fraction ainsi concentrfie est 
dialysSe pendant une nuit £ 4°C contre un tampon citrate 
20 mM pH 3,0, d 0,1 % de Zwittergent 3-14. 

Le dialysat est dfiposS sur une colonne contenant un 

15 support de type Schangeur de cations forts (gel Biorad 
Macro Prep High S) 6quilibr€e dans le tampon citrate 20 mM 
pH 3,0, a 0,1 % de Zwittergent 3-14, La protSine rP40 est 
€lu6e (vitesse 61 cm/h) pour une concentration 0,7 M en 
NaCl, Les profils 61ectrophor6tiques montrent un degrS de 

20 puretfe de l'ordre de 95 %. L'6tat de la protSine est suivi 
par SDS-PAGE. Selon sa forme d6natur6e ou native, la 
prot^ine P40 extraite de la membrane de Klebsiella 
pneumoniae possede un comportement Slectrophorfitique 
(migration) caract6ristique . La forme native (structure en 

25 feuillets (3) prSsente en effet une masse mol6culaire plus 
faible que la forme d6natur€e (structure en helices a) sous 
l 1 action d'un agent d6naturant, tel que l'ur6e ou le 
chlorhydrate de guanidine, ou par chauffage a 100 °C en 
presence de SDS) . La protSine rP40 n'est pas correctement 

30 renaturfie en fin de renaturation, que celle-ci soit 
r6alis€e en absence ou en presence de 0,1 % ; (p/v) 
Zwittergent 3-14. Par contre, une renaturation totale est 
obtenue apr£s dialyse contre un tampon Tris/HCl 25 mM pH 
8,5 contenant 0,1 % (p/v) de Zwittergent 3-14. Toutefois, 

35 il faut noter que cette renaturation n'est obtenue que 
lorsque 1 ' 6tape de dilution et le traitement a temperature 
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ambiante sont realises eux-memes en presence de Zwittergent 
3-14 (r^sultats n^gatifs en absence de detergent) • 

Exemple 4 : Fixation spScifique de rP40 sur les cellules 
presentatrices d'antigSne (CPA) . Methodologie 

Purification des lymphocytes T humains 

Les cellules mononucieees (CMN) sont isoiees d partir 
du sang p£riph£rique de volontaires sains par 
centrifugation (1800 rpm, 20 min, temperature ambiante) , 
sur un gradient de Ficoll . Apr&s centrifugation, les CMN, 
situ€es & 1 1 interface ficoll /plasma, sont r6colt6es et 
lav6es 2 fois avec du milieu de culture complet (MC) (RPMI 
1640 + 10 % SVF + L-glutamine + antibiotique) • Les 
lymphocytes T sont alors isol6s par la technique du 
rosetting qui utilise leur capacity & se fixer aux globules 
rouges de mouton (GRM) . BriSvement, les CMN sont incubfies 
avec des GRM pendant 1 heure Sl 4°C. Apr£s centrifugation 
sur gradient de ficoll, les lymphocytes B et les monocytes 
sont situSs a 1 1 interface alors que les lymphocytes T fixes 
aux GRM sont dans le culot cellulaire. AprSs recuperation 
du culot cellulaire et lyse des GRM avec une solution 
saline hypotonique, la puret6 des lymphocytes T est 
appr£ci£e par cytom£trie en flux avec un anticorps anti-CD3 
et est sup§rieure & 95 %. 
Purification des monocytes humains 

Les monocytes sont purifies a partir des CMN par 
selection positive en utilisant la technologie MACS 
(Magnetic Activated Cell Sorter) . Les CMN sont marquees 
avec un anticorps anti-CD14 couple §l des particules 
magnetiques puis passees sur une colonne aimantee. Les 
monocytes sur lesquels sont fixes les complexes anticorps - 
colloide restent dans la colonne alors que les cellules 
n'ayant pas fixe 1* anticorps sont eiuSes par lavages 
successifs. Ensuite les monocytes sont decroches en 
effectuant des lavages en absence d'aimant. La purete de la 
fraction collectee est superieure a 98 %. 
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gyration de cellules dendrit inn** humaing* (en) a p a r^ y 
de monocytes 

Les monocytes purifies sont cultives a la 
concentration de 106/ml dans du MC pendant 6 a 7 jours en 
presence de IL 4 (20 ng/ml) et de GMCSF (20 ng/ml) . Les CD 
generees a ce stade sont des CD immatures qui expriment le 
CDla et pas ou peu le CD83 . Leur phenotype est verifie par 
la technique de cytometric en flux. 

Puri5Acat;tpn flee lymphocytes B hum^H n« a par tir H'amvad a 1 ? a 
Les amygdales sont broyees et les cellules recoltees 
sont deposes sur un gradient de f icoll . Les CMN 
recueillies a 1' interface sont lavees puis incubees avec 
des GRM. Apres f icoll, les lymphocytes B sont eitues a 
1' interface alors que les lymphocytes T fix6s aux GRM sont 
dans le culot cellulaire. Les lymphocytes B sont alors 
laves. Leur purete, verifiee par cytomStrie en flux, est 
sup6rieure a 96% . 
Culture des lia nees cellulairea 

Les lignees cellulaires RPMI 8866, DAUDI, HL60 et 
Jurkat sont cultiv^es dans du MC. 
Couplaoe de rP4 0 au fluorochromp AT exa48 8 

La concentration de la proteine rP40 est ajustee a 
2 mg/ml dans du PBS. A 500 M l de la proteine sont ajoutes 
50 nl de bicarbonate de sodium a 1 M. La solution est alors 
transferee dans un tube de reaction contenant le colorant 
Alexa488 et le couplage s'effectue a temp6rature ambiante . 
Apres 1 h, la reaction de couplage est arr§tee par ajout de 
15 nl d'hydroxylatnine. La proteine marquee est separee du 
colorant libre par purification sur colonne. 

La quantite de rP40 marquee a l'Alexa488 est ensuite 
estimee par dosage colorim€trique . 

- Etude de la fixation de P40-Alexa488 sur les differentes 
cellules par cytomStrie en flux. 

Pour chaque marquage, 200 000 cellules sont lavees 
avec du tampon FACS (PBS + l % BSA + 0,01 % azide de 
sodium) et resuspendues, dans une plaque 96 puits a fond 
conique, dans 50 fil^ de tampon FACS. La proteine P40- 
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Alexa488 ou la prot^ine controle (glycophorine-Alexa4 88) 
sont alors ajoutfies a 10 " 6 M pendant environ 1 heure £ 4°C. 
AprSs incubation, les cellules sont alors lav€es 3 fois 
avec du tampon FACS puis resuspendues dans 200 /xl de ce 
m§me tampon et analysSes par cytomfitrie en flux. 
R£gultat 

La prot£ine rP4 0 se fixe select ivement sur les CPA 
humaines telles que : 

- les monocytes issus du sang pfiriphfirique, 

- les cellules dendritiques g6n6r§es & partir des monocytes 
du sang p§riph€rique, 

- les lymphocytes B issus d'amygdale, les lignSes 
lymphocytaires B : DAUDI et RPMI 8866 (cf • Fig. 1) et les 
lymphocytes B issus du sang pSriphSrique (r€sultat non 
pr6sent6) • 

Aucune fixation n'est observSe sur des cellules qui ne 
possSdent pas la capacity de presenter des antigSnes tels 
que des lymphocytes T du sang p6riph6rique non actives, la 
lignSe lymphocytaire T Jurkat non activSe et la lignSe 
monocytaire HL60 non activfie. 

Exemple 5 : La fixation de rP4 0 aux CD est specif ique 

1) La fixation de rP40 aux CD est dfipendante de la 

dose . 
MSthode 

200 000 CD sont lavfies avec du tampon FACS et incub^es 
dans 50 ^1 de tampon en presence de diff^rentes 
concentrations de rP40 (de 10" 10 a 5 x 10" 6 M) pendant 
environ 1 heure a 4°C. Apres incubation, les cellules sont 
lav§es 3 fois avec du tampon FACS puis resuspendues dans 
50 fil de ce meme tampon contenant 5 iig/ral d'un anticorps 
polyclonal de lapin anti-P40 ou d'un anticorps IgG de lapin 
controle. AprSs 20 minutes d 1 incubation, les cellules sont 
relavSes et incubSes dans 100 /xl de tampon FACS contenant 
un anticorps polyclonal de chevre anti-IgG de lapin marquS 
a la fluorescSine (dilu6 au 1:200). AprSs 20 minutes 
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d' incubation, les cellules sont lavSes, reprises dans du 

tampon FACS et analys6es par cytom6trie en flux, 

fi$9Vilt3t 

La fixation de rP40 au CD est significative d partir 
de 10" 7 M <p<0.001) et maximale a 2 x 10" 6 M (cf. Fig 
2) . 

2) La proline rP40 non marquee diminue la fixation de 
rP40 Alexa4 88 aux CD. 
Methods 

Afin de d^montrer la specificity de la fixation de 
P40, une competition entre rP4 0-*Alexa4 88 et rP40 non 
marquee a 6t6 rgalisSe. Les CD ont 6tS incub€es 10 minutes 
avec 5 x 10" 8 a 2 x 10' 6 M de rP40 non marqu€ puis P40- 
Alexa488 (utilisS £ 2 x 10 " 6 M) a €t€ ajout6. AprSs 20 
minutes d» incubation k 4°C, les cellules ont 6t6 analyses 
par cytomStrie en flux comme d6crit auparavant. 
Rgsultat 

La protSine rP4 0 non marquee inhibe de manidre 
d6pendante de la dose la fixation de 2 x 10" 6 M de P4 0 
Alexa488 (£ plus de 60 % lorsqu'il est utilise k 2 x 10" 6 
M) (cf . Fig. 3) . 



Exemple 6 : Parmi les protSines porteuses, TT, BB et rP4 0, 
seule la protSine rP4 0 se fixe aux CD. 

MSthode 

Les protSines porteuses, anatpxine t6tanique <TT) et 
BB (d'origine de la protfiine G du Streptocoque ayant une 
affinity & l'albumine humaine) , ainsi que la protfiine rP40 
et la prot^ine controle glycophorine A ont €t& marqufies par 
Alexa488 comme pr€c6demment dficrit. La fixation de ces 
molecules sur les CD a 6t€ 6valu£e par cytometric en flux 
comme dScrit auparavant. Bridvement, 200 000 CD sont lav6es 
avec du tampon FACS et incubSes dans 50 /xl de tampon en 
presence de 10" 6 M de chacune des prot§ines marquees par 
Alexa488 pendant environ 1 heure a 4°C. Apr&s incubation, 
les cellules sont lav€es 3 fois avec du tampon FACS puis 



resuspendues dans 200 fil de ce m§me tampon et analysSes par 

cytom€trie en flux. 

R6sultat 

A la concentration de 10" 6 M, seule rP40 se fixe aux 
5 cellules dendritiques, Aucune fixation de TT, BB et 
glycophorine n'est d6tect6e <cf . Fig. 4) . 

Example 7 : rP40 est internalisSe par les CD 
MSthode 

10 200 000 CD sont lav6es avec du tampon PBS-BSA 1 % et 

resuspendues, dans une plaque 96 puits Sl fond conique, dans 
50 fil de tampon PBS-BSA (tampon phosphate salin - s€rum 
albumine bovine) . La prot6ine rP40-Alexa488 ou la proteine 
glycophorine -Alexa4 8 8 est alors ajoutfie Sl 2 x 10" 6 M. Une 

15 cinStique d' internalisation est effectuSe en incubant les 
cellules avec les protSines marquees a 1' Alexa, & 37°C, de 
15 minutes a 2 heures. Un contrdle n^gatif 
d 1 internalisation est rSalisS dans les memes conditions en 
changeant les param&tres suivants : ajout d'azide de sodium 

20 0 , 01 % au tampon PBS-BSA et incubation des cellules a 4°C 
avec les protfiines marquees cL 1' Alexa. 

Aprds incubation, les cellules sont alors lav6es 3 
fois avec du tampon PBS-BSA, resuspendues dans 100 fil de ce 
meme tampon puis cytocentrif ug€es sur des lames de 

25 microscope, Les lames sont ensuite analys6es par 
microscopie conf ocale . 
R6sultat 

L' observation des cellules incubSes a 37°C avec rP40- 
Alexa montre un marquage intracytoplasmique detectable dSs 

30 30 minutes et toujours observS aprds 2 h d 1 incubation : un 
rSsultat reprfisentatif , obtenu apr&s 1 h d 1 incubation a 
37°C est presents dans la Figure ■ 5B. Un marquage 
membranaire mais pas intracytoplasmique est observe lorsque 
les cellules sont incubfies a 4°C avec rP40 (cf. Fig. 5A) , 

35 alors qu'aucun marquage n'est observe en presence de 
glycophorine -Alexa (apr£s incubation i. 4°C comme S 37 °C) . 
L'exemple d 1 Alexa, molecule chimique, demontre que toute 
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molecule chimique couplSe a P4 0 peut ainsi etre d€livr€e 
aux cellules prSsentatrices d'antigdnes y compris les 
cellules dendritiques . 
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LISTE DE SEQUENCES 
INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: PIERRE FABRE MEDICAMENT 

(B) RUE: 4 5 PLACE ABEL GANCE 

(C) VILLE: BOULOGNE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92100 CEDEX 

(ii) TITRE DE L 1 INVENTION: UTILISATION D 1 UNE PROTEINE 
OtnpA D 1 ENTEROBACTERIE , POUR LE CIBLAGE 
SPECIFIQUE D'UNE SUBSTANCE B I OLOG I QUEMENT 
ACTIVE QUI LUI EST ASSOCIEE VERS LES CELLULES 
PRESENTATRICES D 1 ANTIGENES TELLES QUE LES 
CELLULES DENDRI T I QUES HUMAINES 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D ! EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version 
#1.30 (OEB) 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTER I ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 103 5 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: linSaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(vi) ORIGINE: 
(A) ORGANISMS: Klebsiella pneumoniae 

(ix) CARACTER I ST I QUE : 
5 (A) NOM/CLE: exon 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .1032 

( ix) CARACTER I S T I QUE : 

(A) NOM/CLE: intron 
10 (B) EMPLACEMENT: 1033. .1035 

(ix) CARACTER I ST IQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT:!. .1032 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



ATG AAA GCA ATT TTC GTA CTG AAT GOG GCT CCG AAA GAT AAC ACC TGG 48 
Met Lys Ala He Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 
20 1 5 10 15 

TAT GCA GGT GGT AAA CTG GGT TGG TCC CAG TAT CAC GAC ACC GGT TTC 96 
Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 
20 25 30 

25 

TAC GGT AAC GGT TTC CAG AAC AAC AAC GGT COG ACC CGT AAC GAT CAG 144 
Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin 
35 40 45 

30 CTT GGT GCT GGT GOG TTC GGT GGT TAC CAG GTT AAC CCG TAC CTC GGT 192 
Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 
50 55 60 

TTC GAA ATG GGT TAT GAC TGG CTG GGC GGT ATG GCA TAT AAA GGC AGC 240 
35 Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser 
65 70 75 80 



40 



GTT GAC AAC GGT GCT TTC 
Val Asp Asn Gly Ala Phe 
85 



AAA GCT CAG GGC GTT CAG CTG ACC GCT AAA 
Lys Ala Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys 
90 95 



288 
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CTG GGT TAC CCG ATC ACT GAC GAT CTG GAC ATC TAC ACC CGT CTG GGC 336 
Leu Gly Tyr Pro lie Thr Asp Asp Leu Asp He Tyr Thr Arg Leu Gly 
100 105 110 

5 GGC ATG GTT TGG CGC GCT GAC TCC AAA GGC AAC TAC GCT TCT ACC GGC 384 
Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly 
115 120 125 

GTT TCC CGT AGC GAA CAC GAC ACT GGC GTT TCC CCA GTA TTT GCT GGC 432 
10 Val Ser Arg Ser Glu Hie Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly 
130 135 140 

GGC GTA GAG TGG GCT GTT ACT CGT GAC ATC GCT ACC CGT CTG GAA TAC 480 
Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp He Ala Thr Arg Leu Glu Tyr 
15 145 150 155 160 

CAG TGG GTT AAC AAC ATC GGC GAC GOG GGC ACT GTG GGT ACC OGT CCT 528 
Gin Trp Val Asn Asn He Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro 
165 170 175 

20 

GAT AAC GGC ATG CTG AGC CTO GGC GTT TCC TAC CGC TTC GGT CAG GAA 576 
Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu 
180 185 190 

25 GAT GCT GCA CCG GTT GTT GCT CCG GCT CCG GCT COG GCT COG GAA GTG 624 
Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val 
195 200 205 

GCT ACC AAG CAC TTC ACC CTG AAG TCT GAC GTT CTG TTC AAC TTC AAC 672 
30 Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn 
210 215 220 

AAA GCT ACC CTG AAA CCG GAA GGT CAG CAG GCT CTG GAT CAG CTG TAC 720 
Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr 
35 225 230 235 240 

ACT CAG CTG AGC AAC ATG GAT CCG AAA GAC GGT TCC GCT GTT GTT CTG 768 
Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys Asp Gly Ser Ala Val Val Leu 
245 250 255 
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GGC TAG ACC GAC CGC ATC GGT TCC GAA GCT TAC AAC CAG CAG CTG TCT 816 
Gly Tyr Thr Asp Arg He Gly Ser Glu Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser 
260 265 270 

5 GAG AAA OGT GCT CAG TCC GTT GTT GAC TAC CTG GTT GCT AAA GGC ATC 864 
Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp Tyr Leu Val Ala Lys Gly He 
275 280 285 

CCG GCT GGC AAA ATC TCC GCT CGC GGC ATG GGT GAA TCC AAC CCG GTT 912 
10 Pro Ala Gly Lys He Ser Ala Arg Gly Met Gly Glu Ser Asn Pro Val 
290 295 300 

ACT GGC AAC ACC TGT GAC AAC GTG AAA GCT CGC GCT GCC CTG ATC GAT 960 
Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys Ala Arg Ala Ala Leu He Asp 
15 305 310 315 320 

TGC CTG GCT CCG GAT OGT CGT GTA GAG ATC GAA GTT AAA GGC TAC AAA 1008 
Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu He Glu Val Lys Gly Tyr Lys 
325 330 335 

20 

GAA GTT GTA ACT CAG CCG GOG GGT TAA 1035 
Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly * 
340 

25 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERI ST I QUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 344 acides amines 
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(B) TYPE: acide aminS 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proline 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2 

Met Lys Ala He Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 
15 10 15 
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Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 
20 25 30 

Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin 
5 35 40 45 

Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 
50 55 60 

10 Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser 
65 70 75 80 

Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys 
65 90 95 

15 

Leu Gly Tyr Pro lie Thr Asp Asp Leu Asp lie Tyr Thr Arg Leu Gly 
100 105 110 

Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly 
20 115 120 125 

Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly 
130 135 140 

25 Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp lie Ala Thr Arg Leu Glu Tyr 
145 150 155 160 

Gin Trp Val Asn Asn lie Gly Asp Ala Gly Tlir Val Gly Thr Arg Pro 
165 170 175 

30 

Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu 
180 185 190 

Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val 
35 195 200 205 

Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn 
210 215 220 
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Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr 
225 230 235 240 
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Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys Asp Gly Ser Ala Val Val Leu 
245 250 255 

Gly Tyr Thr Asp Arg He Gly Ser Glu Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser 
260 265 270 

Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp Tyr Leu Val Ala Lyo Gly He 
275 280 285 

Pro Ala Gly Lys He Ser Ala Arg Gly Met Gly Glu Ser Asn Pro Val 
290 295 300 

Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys Ala Arg Ala Ala Leu He Asp 
305 310 315 320 

Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu He Glu Val Lys Gly Tyr Lys 
325 330 335 

Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly 
340 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Utilisation d'une protfiine OmpA d 1 ent€robact6rie ou 
d'un de ses fragments pour le ciblage spScifique d'une 

5 substance biologiquement active qui lui est associSe vers 
les cellules pr6sentatrices d'antig&nes. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caract6ris€e en 
ce que ladite prot6ine OmpA d' ent6robact6rie ou l'un de ses 

10 fragments se fixe sp6cif iquement sur les cellules 
prSsentatrices d 1 antigSnes . 

3. Utilisation selon I'une des revendications 1 et 2, 
caractSrisSe en ce que ladite prot6ine OmpA 

15 d 1 entSrobact^rie ou l'un de ses fragments est internalis^e 
dans les cellules pr6sentatrices d'antig&nes. 

4. Utilisation selon I'une des revendications 1 3l 3, 
caract6ris6e en ce que lesdites cellules prSsentatrices 

20 d'antigSnes sont choisies parmi les cellules dendritiques, 
les monocytes ou les lymphocytes B . 

5. Utilisation selon la revendications 4, caract6ris6e en 
ce que lesdites cellules pr6sentatrices d'antigSnes sont 

25 les cellules dendritiques. 

6. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 5, 
caract6ris6e en ce que ladite protSine OmpA 
d'ent6robact6rie, ou l'un de ses fragments, est obtenue a 

30 partir d'une culture de ladite ent6robact€rie par un 
proc6d6 d 1 extraction . 

7. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 5, 
caractfirisfie en ce que ladite prot6ine OmpA 

35 d'enterobactSrie, ou l'un de ses fragments, est obtenue par 
voie recombinante . 
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8. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 7, 
caract6ris6e en ce que ladite ent£robact6rie est Klebsiella 
pneumoniae • 

9. Utilisation selon la revendication 8, caract6ris€e en 
ce que la sequence d'acide aminS de ladite prot6ine OmpA, 
ou l'un de ses fragments, comprend : 

a) la sequence d'acide amin6 de sequence SEQ ID N° 2 ; 

b) la sequence d'acide amin6 d'une sequence prfisentant une 
homologie d'au moins 8 0 % avec la sequence SEQ ID N° 2 ; 
ou 

c) la sequence d'acide aminS d'un fragment d'au moins 5 
acides amines d'une sequence telle que dfifinie en a) ou 
b) . 

10. Utilisation selon l'une des revendications 1 k 9, 
caract€ris€e en ce que ladite substance biologiquement 
active est choisie parmi les peptides, les lipopeptides , 
les polysaccharides, les oligosaccharides, les acides 
nucl6iques, les lipides et les substances chimiques . 

11. Utilisation selon la revendications 10, caract6ris6e 
en ce que ladite substance biologiquement active est 
coupl6e par liaison covalente avec ladite protfiine OmpA ou 
l'un de ses fragments. 

12. Utilisation selon la revendication 11, caractfirisSe en 
ce que le couplage par liaison covalente est un couplage 
chimique . 

13. Utilisation selon la revendications 12, caract6ris6e 
en ce qu'il est introduit un ou plusieurs 616ments de 
liaison dans ladite prot6ine OmpA, ou l'un de ses 
fragments, et/ou de ladite substance biologiquement active 
pour faciliter le couplage chimique. 
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14. Utilisation selon la revendications 13, caract6ris6e 
en ce que ledit 616ment de liaison introduit est un acide 
amin6 . 

15. Utilisation selon la revendication 11, caract€ris€e en 
ce que ladite substance biologiquement active coupl€e par 
liaison covalente avec ladite protfiine OmpA, ou l'un de ses 
fragments, est une protfiine chimfirique recombinante 
r^sultante de 1* expression d'une construction d' acide 
nuclSique codant pour ladite substance biologiquement 
active et pour ladite protfiine OmpA, ou l'un de ses 
fragments . 

16. Utilisation selon l'une des revendications 10 Sl 15, 
caractSrisfie en ce que ladite substance biologiquement 
active est un antigdne ou un haptSne. 



17. i Utilisation selon l'une des revendications 1 H 16, 



18. J Utilisation selon la revendication 17, pour amfiliorer 



rfiponse immune vis-S-vis d'un antig&ne ou d'un hapt&ne. 

19. Utilisation selon l'une des revendications 1 & 18, 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destin6e & prfivenir ou & traiter une maladie par une 
substance active dont 1'efficacitS est modulSe et/ou li6e a 
son internalisation par des cellules pr^sentatrices 
d' antigdnes . 

20. Utilisation selon la revendication 19, pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinSe a 
pr£venir ou a traiter une maladie par une substance active 
dont l f efficacit§ est modulSe et/ou liSe a son 
internalisation par des cellules dendritiques . 




pbiir moduler la rSponse immune vis- It -vis d'un antigdne ou 
d ' un haptSne . 
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21. Utilisation selon l ! une des revendications 19 et 20, 
pour la preparation d • une composition pharmaceutique 
destin6e a prgvenir ou a traiter les cancers, de preference 
les cancers associes a un antigSne tumoral , les maladies 
5 auto-immunes, les allergies, les rejets de greffes, les 
maladies cardiovasculaires, les maladies du systfime nerveux 
central, les maladies inf lammatoires, les maladies 
infectieuses ou les maladies li£es a une immunodSf icience . 

10 22. Utilisation selon la revendication 21, pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique vaccinale 
destinee £ prevenir ou a traiter une maladie infectieuse ou 
un cancer associe £ un antigSne tumoral. 
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23. Utilisation selon l'une des revendications 19 1 22, 
caracterisee en ce que ladite composition pharmaceutique 
comprend en outre un adjuvant de I'immunite. 

24. Utilisation selon l'une des revendications 19 a 23, 
caracterisee en ce que ladite composition pharmaceutique 
est vehicuiee sous une forme permettant d'ameiiorer sa 
stabilite et/ou son immunogenicitS . 

25. Utilisation selon la revendication 24, caracterisee en 
ce que ladite composition pharmaceutique est vehicuiee sous 
la forme d'un liposome, d'un vecteur viral ou d'une cellule 
hdte transformee capable d'exprimer une proteine chimerique 
recombinante resultante de 1' expression d'une construction 
d'acide nucieique codant pour ladite substance 
biologiquement active et pour ladite proteine OmpA, ou 1'un 
de ses fragments. 
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ifcitu*} rectify 



RE VEND I CAT I ONS 

1. utilisation d'une prot6ine OmpA d • entSrobactSrie ou 
d»un de ses fragments pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destin^e au ciblage sp6cifique d'une 
substance biologiquement active qui lui est associSe vers 
les cellules presentatrices d'antig&nes. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en 
ce que ladite protSine OmpA d ' ent6robact6rie ou 1 1 un de ses 
fragments se fixe specif iquement sur les cellules 
presentatrices d'antigenes. 

3. Utilisation selon 1 1 une des revendications 1 et 2, 
caracterisee en ce que ladite proline OmpA 
d ! ent6robact6rie ou l'un de ses fragments est internalis6e 
dans les cellules presentatrices d'antigSnes. 

4. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 3, 
caracterisee en ce que lesdites cellules presentatrices 
d'antigenes sont choisies parmi les cellules dendritiques , 
les monocytes ou les lymphocytes B. 

5. Utilisation selon la revendications 4, caracterisee en 
ce que lesdites cellules presentatrices d'antigenes sont 
les cellules dendritiques. 

6. Utilisation selon I 1 une des revendications 1 a 5, 
caracterisee en ce que ladite prot6ine OmpA 
d 1 enterobacterie, ou 1 1 un de ses fragments, est obtenue a 
partir d'une culture de ladite enterobacterie par un 
procede d' extraction . 

7. Utilisation selon 1 1 une des revendications la 5, 
caracterisee en ce que ladite proteine OmpA 
d' enterobacterie, ou 1 ' un de ses fragments, est obtenue par 
voie recombinante . 
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